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Zusammenfassung 

Die vorliegende Ei;;findung betrifift Decoy-Oligonukleotide mit der Nukleinsauresequenz gemaB 
SEQ ID NO:l bis 34 sowie deiren Verwendung als. Arzneimittel. Femer betrifft die vorliegende 
Erfindung ein Verfahren zur Diagnose der "^^^C/T-Varianz im eNOS-Gcn. 
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Funktionellfi Korrektur der ""^^'^C/T-Varianz des humanen eNOS-Gens 

Die vorliegende Erfindung betrifit Decoy:01igonukleotide mit der-Nukleinsauresequeiiz gehiiiB 
«SEQ ID NO:l bis 34 sowie da-en Verwendung als Arzneimittel. Fe'mer betrifft die vorliegende 
Erfindung ein Verfahren zur Diagnose der "'^'^C/T-Varianz im eA^05-Gen. 

Ein v/esentliches Ziel der Dechiffiierung des menschlichen Genoms ist es, krankmachende Gene, 
(aufgnmd der Wirkungsweise ihrer Produkte) bzw. krankmachendie Verandemngen in der 
Struktur dieser Geiie (Polymorphismen) zu identifizieren und einem Kxankheitsb'ild zuzuprdnen. 
Damit ruckf die Kausaltherapie einer Vielzahl vdi Erkraiikungen in greifbare Nahe. wenn man 
akzeptiert, dass diese durch eine definierte Anzahl von zu stark, zu schwach oder fehlerhaft 
exprimierten Genprodukten verursacht sind. Wahrend fiir bestinurite Erbkrankheifen (z.B. 
Mukoviszidose) der in der Kegel singolSi-e Gendefekt . (uionogenetische Erkrankung) bereils 
. bekarait ist„steUt sich die Situation fiir polygenetische Erkrankungen (z.B. Athej-osklerose) 
wesentUch koraplexer dar. So prfidestiniert zwar das Zusmmneiitreffen verschiedener Gehdefekte 
die betroffenen Parsonen fUr die Erkraiikung, diese entwickelt sich aber erst bei Exposition 
gegenUber bestimmten Umweltfaktoren. Ungeachtet dessen bietet der gezielte Eingriff in die 
Expression ernes oder mehrerer Gen? auch bei polygenetischen Erkrankungen die Chance einer 
ursachen-und nicht lediglich symptombezogenen Therapie. 

Die Atherosklerose mit ihren primaren Folgeerkrankungen Herzinfarkt, Herz- und 
Niereninsuffizienz sowie dem Schlaganfall ist in den Industrienationeh fur mehr als 50% aller 
Todesmie verantwortUch, wobei diese Tendenz weiter zunimmt, Im Jahr 2020 werden 
Atherosklerose-bedingte -Herz-Kreislauferkranlamgen, nicht zuletzt aufgrund der steigenden 
Lebenserwartung, weltweit die hSufigste Todesursache darstellen. Neben der vermuteten 
genetischenPfadisposition zShlen Bluthochdruck. Hypercholesterolamie. Ranchen und Diabetes 
(Typ I und n) zu den primaren Risikofaktoren. der Atherosklerose. Diese kOnneh mit Ausnalinie 
der Pradisposition und dem (Zigaretten)Rauchen medikamentfis behandelt werden". wobei diese 
Behandlung in der Regel erst dann einsetzt, wenn die betroffenen Personen symplomaiisch 
geworden sind,,d.h. bereits manifeste atheromatSse Plaques in den Wandeh der Arterien. 



insbesondere der HerzkranzgefaBe, der Karotiden und CerebralgefSBe sowie- den Nierengeafien ' 
aufweisen. Oft bleibt als Therapieoption zur Vehneidung eines zerebralen, myokardialen oder 
renalen Infarktes nur die Aufdehnung der blockierten Arterien mit Hilfe eines Ballonkatheters 
mit und ohne anschlieBende Platzienmg einer GefaBstutze (Stent) oder die Bypass-Operation, bei 
der die blockierte Arterie mit Hilfe eines autologen Arterien- oder Venensegtnents umgangen 
wird. Ein Problem dieser Eingriffe ist neben der hohen Wiederverschlussrate des behandelten 
GefiBes (circa 30% fUr den Ballonkatheter/Stent nach 6-12 Monaten und circa 50% fur den 
aortokoronaren Venenbypass nach 1-5 Jahren) die Tatsache, dass es sich bei der Atherosklerose 
um eine systemische Grunderkrankung handelt, die sich jederzeit in einem zuvor noch nicht 
betroffenen GefaBabschnitt manifestieren kaim. 

Ein noch groBeres medizinisches Problem stellen, weniger im Hinblick auf die Mortal itat 
sondem vielmehr die hiermit assoziierte Morbiditat und die uriter Umstanderi lebenslange 
Therapie betreffend, chronische Entzundungs- bzw. •Autoimihunerkrankimgen dar. Dariiber 
hinaus verursachen die bei diesem Patientenkreis in der Regel systemisch Verabreichten, stark 
wirksamen Ehtziindungshemmer wie Glukokortik;oide (z.B. Prednison), Lnmunsuppressiva (z.B. 
Cyclosporhi A) mad Antimetabolite (z.B. Azathioprin) zum Teil gravierende Nebenvvirkungen. 
Hierzu zahlen insbesondere Myelotpxizitat, Neurotoxizitat, . Nephrotoxizitat, 
Stoffwechselstorungen h\s hin zur Induktion eines Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus., 
Infektionen und Malignome, Beispielsweise entwickeln 25% der Patienten mit rheumatoider 
ArAritis, die mit dem Zytostatikum Methotrexat behandelt werden, innerhalb von 2 Jahren eine 
schwere Leberzirrhose. Zu den zahlenmaBig bedeutendsten, chronischen Entzundungs- bzw. 
Autoimmunerkrankungen zahlen die phroniscH obstruktive Bronchitis und das Lungenemphyseni 
(zusammengefasst als chronisch obstruktive Lxm^enerkrankugen oder COPD; Pravalenz in 
Deutschland 4-7%), die Schuppenflechte (Psoriasis;; 2-3%),. die rheumatoide Arthritis 
(chronische Polyarthritis; 0,8%) und- der Insulin-abhangige Diabetes mellitus (Typ I; 0,5%). 
. Diesen Erkrankungen iiegt, mutmaBlich auf dem Boden . verschiedener genetischer 
Pradispositionen, eine Immumegulationsstorung im Sinne einer ubermaBigen Aktivierung von 
T-Helferzellen des Typs 1 (Thl) zugrundte. ^ . 

Auch -^in der Pathogenese der Atherosklerose spielt die Infiltration dieser Imrauiizellen in die 
GefdBwand eine wichtige RoUe. Weitere Beispiele fur eine Uberalctivierung von Thl-Zellen sind 



die TransplantatabstoBung, die Kontaktdermatitis sowie persistierende Folgeerkrankungen 
bakterieller oder viraler Infektionen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde Mittel fiir cine Pravention, 
5 Therapie oder Diagnostik der genannten. Erkrankungen zur Verfugung zu stellen. Die Aufgabe 
wird durch den in den PatentansprUchen definierten Gegenstand gel6st. 

Die Erfindung wirddmch die nachfolgendenFigurennShereriautert: ' 

10 Figur I zeigt die Sequenz des humanen Stickstoffinonoxid (NO)-Synthase (eA^05)-Gens im 

•Bereich der T->C Transition an Position -786. Die uiiterstrichenen Basen kennzekhnen die 
KoiisensusbindTjngsstellen fUr zwei bekannte Transkriptionsfaktoren. 

. Figixr 2'zeigt die fehlende Stimulierbarkeit der eNOS-Expression auf (A) mRNA (n=8-12) und 
15 (B) Proteinebene (n=3) in kultiyierten Endothelzellcn, die aus der Nabelschnun'ene von 
Spendem .mit "''^^C/C-Genotyp isbliert worden waxen, im Vergleich zu Endothelzellen von 
•Spendem mit "''^^C/T und insbesondere -'^^/T-Genotyp. Dargestellt ist die prozentuale 

t 

Steigerung der Expression in Zellen, die fUr 24. Stunden (mRNA) bzw; 36 Stunden (Protein) in 
einem Kejgel-Platte-Vidcosimeter einer Wandschubspanung (WSS) von 30 dyn/cm^ ausgesetet 
20 worden waren, im Vergleich zu Zellen desselben Spenders, die fUr diesen Zeitraum unter 
statischenBedingungeninkubiertwurden(*P<0,05im Vergleich zur statischenKontroUe). . 




Figur 3 zeigt die Wiederherstellung der Schubspannungsinduktion der eNOS-Expression in 
kultivierten Endothelzellen von Spendem mit "'^''C/C-Genotyp, die fiii- 4 Stunden mit einem C- 
25 Typ (SEQ ID NO: 1) nicht aber mit einem T-Typ-Allel Decoy-Oligonukleotid (SEQ ID NO: 3) 
vorbehandelt worden waren (Konzentration im Medium von 10 fxmdl/l). Dargestellt ist die 
prozentuale Steigerung der mKf^A-Expression in Zellen, die ftr 24 Stunden in einem Kegel- 
• Platte-Viskosimeter einer Wandschubspanung (WSS) von 30 dyn/cni^.ausgesetzt worden waren, 
. im Vergleich zu Zellen desselben Spenders, die fiir diesen Zeitraum imter statischen 
30 Bedingungen inkubiert wurden (n=4; *P<0,05 im Vergleich zur statischen Kontrolle). 

Figur 4 zeigt (A) die zeitabhSngige Induktion der eNOS-Expression a:uf mRNA (statistische 




Zusairimenfassung, n=3-10, *P<0,05 vs. nicht stimulierte Zellen) und Proteinebene • 
(reprasentative Western Blot-Anailyse) diirch IL-10 (2 ng/ml) in kultivierten Endothelzellen von 
Spendem mit "^^^T/T-Genotyp, die zuvor 9 Stimden mit Vitamin D3 (10 nmol/1) vorbehdndelt 
worden waren, um die Expression des IL-IO Rezeptors zu stimulieren. In (B) ist die fehlende 
5 Induktion der eNOS-Expression durch IL-10 xinter ansonsten identischen experimentellen ^ 
Bedingurigen in kultivierten Endothelzellen von Spendem mit "^^^C/C-Genotyp gezeigt 
* (statistische Zusammenfassung, n=6, *P<0,05 vs. nicht stimulierte Zelleh). 

: Figur 5 zeigt die. Auswirkungen der IL-10 (2. ng/ml) induzierten verstSrkten eNOS-Expression 
10 auf die CDlf^4-stimulierte.(2xlO Maus-Myelomzellen/ml) de novo Synthese von IL-12 p40 auf . 

•(A) mRNA und^) Proteinebene uber 6 Stunden in IL-10 Rezeptor-exprimierenden kultivierten . 
Endothelzellen von jSpendem mit ~^^^/T bzw. "^^^C/T-Genotyp sowie deren Modulation mittels 
Blockade der eNOS-Aktivitat ciurch'Nitroarginin, Statistische Zusammenfassungen der RT-PCR-" 
Analysen (mit rpl32 als intemem Standard; n=6) und ELISA-Daten (n=6-10; .*P<0,05 vs. • 
l'5 CD154-stimulierteKontrollzellen).' 

' . Figur 6 zeigte die fehlende Hemmung <Jer CD154-stimulierten JL-12 p40-Expressiori in IL-IO 
Rezeptor-exprinoderenden kultivierten Endothelzellen von Spendern .mit "'^^C/C-Genotyp sowie 
deren Restaurierung durch Vorbehandlung der Zellen (4 Stunden, 10 i-maol/l) mit dem C-Typ- 
20 AUel Decoy-Oligonuklisotid (SEQ ID NO: 5). Statistische Zusammenfassung der RT-PCR- 
_ Analysen (mit rpl32 als. intemem Standard; n=7-15, *P<0,05 vs. CD154-stimuiierte 
^^BKohtroUzellen). 

Der hier verwendete Ausdruck "Decoy-OUgonukleotid" oder "Cis-Element Decoy" bezeichnet 
25' ,ein dbppelstrangiges DNA-MolekflT, das eine" Sequeiiz ' aufWeist, die der nattlrlichen Kem- 
bindungssequenz eines DNA-bindenen Proteins oder Proteinkomplexes' ira Genom entspricht 
oder ahnelt und' an die das Protein oder der Proteinkomplex in der Zelle bindet. Das Cis-Element 
Decoy wirkt somit als Molekiil zur kompetitiven Inhibierung (besser Neutralisierung) des 
Proteins oder Proteinkomplexes, das/der die Expression der eNOS, eines Gens mit einer 
30 nachgewiesenen wichtigen Schutzfunktion, bei Vorliegen des *"^^^C/C-Genotyps blockiert und 
somif pradisponierend filr die Ausbildung der in den Patentanspriichen definierten Erlcrankungen- 
und Kondplikationen wirkt (siehe unlen). 




Der hier verwendete Begriff "C/T-Varianz"\bezeichnet das Vorliegen einer Heterozygoten oder 
homozygoten T zu C Transition an Position -786 des humanen eNOS-Gens. Demzufolge ist der 
hier verwendete Begriff "C/C-Genotyp" die homozygote T zu C Transition und der C/T-Genotyp 
5 die heterozygoteTzuC Transition. . • 

Die Synthese von Stickstoffinonoxid (NO) durch die Endothelzellen der GefaBwand spielt eine 
wichtige RoUe in der Regulation der Organdurchblutung und in der Aufrechterhaltung der 
GefSBwandintegritat. Die letztgenannte Wirkung vdn NO beruht insbesondere auf der Hemmung 
10 ' der Proliferation glatter Gef^muskelzellen. Dartiber hinaus inhibiert NO die Expression von 

• Chemokinen und ZelladhSsiohsmolekiilen im EndotheL Hierdurch wird bei entzundlichen 
Prozessen die Rekrutierung, Aktivierung und . Transmigration von im Blut zirkulierenden 
Leukozyten imterdrilckt. Insofem wird NO u. a. eine wichtige RoUe .in der Praventipn der 
Atherosklerose zugeschrieben, die nach heutigem Verstandnis eine chroiiisch rezidivierende 
1 5. Entzflndungserkrankung der. GefaBwand darstellt. 

Die N*0-Bildung in den Endothelzellen wird von der so genannten endothelial en NO-Synthase 
. (eNOS) katalysiert, der physiologisch wichtigste Reiz fur die Aktivitat des Enzynis ist eine 
Veranderung der Wandschubspannung. Das ist die durch das stromende Blut auf die 
20 Endothelziellen, welche die Arterien und Venen^innen auskleiden, ausgeiibte viskose 
Zugspannung. So fuhrt ein Anstieg der Wandschubspannung, aiisgelost durch eine Konstriktion 

•des Blutgefkfi'es oder einen Anstieg des Blutflusses, zu .einer Steigerung der NO- 
Synthaseaktivitat und infolgedessen zu einer NO-vermittelten Vasodilatation, d.h. Zunahme der 
Organdurchblutung. Neben dieser akuten Anderung der Enzymaktivi tat fuhrt ein Anstieg der 
25 . Waiidschubspannung mittelfiristig auch zu einer verstSrkten Expression der NO-Syntbase in den 
. Endothelzellen. iBedingt durch die standigen lokalen Anderungen der Wandschubspannung ist 
die schubspannungsinduzierte Induktion (besser Aufrechterhaltung) der NO-Synthase- 
Expression von entscheidender Bedeutung fur die NO-Synthesekapazitat des GefSBendothels 
und damit fur die struktiySUe und fiinktionelle Integritat der GefaBwand (Gimbrone et aL |(2000) 
30 Ami. N. Y. Acad. Sci: 920, 230). ^ ' 

Interleukin-10 (IL-10) ist ein wichtiges .anti-inflammatorisches Zytokin bei chronisch 
rezidivierenden Entziindungserkrankungen wie z.B. Psoriasis, rheumatoide Artliritis oder 



30 




Morbus Crohn, die durch eine ubermaBige Aktivierung'^von T-Helferzellen des fyps 1 verursaclit 
sind (Moore et alj/^(2001^^ Iinmuno^l9, 683). j Auch' in der Pathogenese der ' 

Atherosklerose spielt die Infiltration und Aktivierung von Thl-Zellen in der Gefafivvand eine . 
wichtige RoUe (Daugherty und Rateiji (2002) Cir a Res. ^^j m9}jL'10 hemmt die Bildung von 
5 IL-12 in den mit den* Thl-Zellen feimnunizierenden antigenprasentierenden Zellen. Hierzu 
zahlen * insbesondere dendritische Zellen und Monozyten/Makrophagen; aber auch 
Endothelzellen shad in der Lage die fUr die AntigenprSsentation benotigten MHC II-Molekule 
aiif ihrer Oberfiache zu exprimieren und biologisch aktives IL-12 freizusetzen. IL-12 selbst ist 
der wichtigste Faktor fiir die Differenzienmg von naiven t-Helferzellen zu Thl-Zellen und 
10 stimuliert deren Proliferation (klonale Expansion). Interessanterweise kann die Synthese von IL- 
12 in humanen Endothelzellen nur nach Kostimulation aber das CD40-Rezeptor/GD40-Ligand- 
System induziert werden (Lienenltike et al. [(2000) Eur. J. Immim 

exprimieren die Endothelzellen in der Regel den-Rezeptor (c540) und aktivierte Thl-Zellen den 
CD40-Ligand (aueh als CD154 bezeichnet). 

15 

Das humane eNOS-Gen weist eine Reihe von Polymorphismen.auf, bei denen eine einzelne Base 
ausgetauscht ist (SNP ftir single nucleotide polymorphism), so auch eine. T->C Transition im 
Promoter des Gens an Position -786 (Figur 1)/ Linkage-Analysen belegen, dass djeser 
Basenaustausch nlcht isoliert vorkommt, sondem stets mit einer A-»G Transition an Position 
20 . -922 imd einer T-»A Transition an Position -i486, assoziiert ist. Die funktionelle Bedeutung 
dieser Polymoiphismen ist mit Ausnahme der T->C Transition an Positioft''-786 (siehe unten) 
bisher nicht bekannt (Wattanapitayakul et al. \(2000) Trend s Pharmadol. Sci." 22, 361). 
Bemerkeiiswert ist, dass in Westeuropa ebensp wie m kaukasischen B^volkenmg 
Nordamerikas 12-15% homozygote TrSger der ~'^*C-Variante sind, d.h. sie weisen den Genotyp 
25 "''^^C/C auf. Circa 48% sind heterozygot fiir diesen SNP, d.h. sie weisen den Genotyp ~''^^CI1 au F 
und circa-38% sind homozygote TrSger der "^^^-Variante, d.h. sie weisen den Genotyp -''^'^n 
auf. Weiterhin intereSsant ist, dass diese Mutation bei anderen SSugetieren (Hund, Maus, Ratte 
und Rind) offenbar nicht vorkommt, da an der entsprechenden Position im e//05-Promoter 
dieser Spezies eine Base fehlt. 




Die Erfinder haben tiberraschenderweise gefunden, dass Triger des "^^^C/C-Genotyps - 
unabhangig yon den anderen primSren Risikofaktoren Bluthoehdruck,. HypercholesterolSmie, 



Raucheu und Diabetes - von einer rascheren Progredienz der koronaren Herzkrankheit (KHK, 
mariifeste Atherosklerose.in den HerzkranzgefaBen) betroffen sind (19,7% der KHK-positiven 
Patienten (n=122) weisen den "'^^^C/C-Genotyp auf, aber nur 2,7% der KHK-negativen Patienten 
(n==l 1 i); die Haufigkeit des """^^^C/C-Genotyps in der Normalbevolkerung betragt 1 1 ,7% (n=540). 
Demzufolge haben diese Patienten ein deutlich erhohtes Risiko, friilizeitig einen unter 
Umstanden t5dlichen Herzinfarkt zu erleiden. Nach diesen Ergebnissen ist der Grund fdr die 
raschere Manifestierung der Atherosklerose bei den homozygoten Tragem des Gendefekts eine 
verminderte NO-Synthesdcapazitat der Endothelzellen. 

So kormten die Erfinder nach\yeisen, dass in kultivierten Endothelzellen, die aus 'der 
Nabelschnurvene von Spehdem mit dem "^^^C/C-Genotyp isoliert worden waren, die typische 
durch eine Erh6hung der Wandschubspannung hervorgerufene Steigeriing der eNOS-Expression 
auf mRNA-. ebenso wie auf Protqinebene ausbleibt (Figur 2). Nach Vorbehandlung der 
Endothelzellen mit einem 22 bp langen Decoy-Oligonukleotid, welches d^m C-Typ (SEQ ID 
NO: 1) nicht aber dem T-Typ-.\llel (SEQ ID NO: 3) des eNOS-Gcns ejatspricht, komite dagegen 
eine deutliche Zunahme der eNOS-Expression durch Eriiohimg der Wandschubspannung 
ausgelSst werden (Figur 3). .. .. 

Die Transkription wjrd von Proteinen gesteuert, die sich an die Startenegion eines Gens 
(Protnotorregion) binden. Die. korrekte Zusammenlagerung mehferer dieser Transkriptions- 
faktoren (Transkriptosoin) bewirkt eine Aktivierung der RNA-Polymerase und initiiert die 
Transkription. Andererseits kann die Bindung eines falschen Transkriptionsfaktors die Bildung 
des Transkriptosoms verhindem und damit die Expression des Gens blockieren. Decoy- 
Oligonukleotide imitieren das Sequenzmotiv, an Welches sich der Ziel-Transkriptionsfaktor in 
der Starterregion seines (seiner) Zielgens (Zielgene) bindet, und neutralisieren diesen. 
Infolgedessen wird die durch diesen Transkriptionsfaktor vermittelte Induktion bzw. Repression 
der Transkription verhindert. 

Femer haben die Erfinder gefunden, dass humane Endothelzellen nach Exposition gegeniiber 
verschiedenen pro-inflanunatorischen Zytokinen, . d.h. unter (siraulierten) Entziin- 
dungsbedingungenj ebenso wie nach Behandlung mit Vitamin D3, den Rezeptor fur IL-IO 
exprimieren. Die Stimulation des Rezeptors, d.h. Mcubation der IL-10 Rezeptor exprimierenden 
Zellen mit 11^ 10, resultierte weiterhin in einer deutliohen Steigerung der eNOS-Expression in 



den Endothelzellen (Figur 4); ein Effekt, der mit Hilfe von elektrophoretischen Mobilitatsshift- 
Analysen und dem Einsatz entsprechender Decoy-Oligonukleotide auf die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors signal transducer and activator of transcription (STAT)-3 zuruckgefuhrt 
warden konnte. Eine fvmktionelle Konsequenz dieser IL-lO-vermittelten Steigerung der eNOS- 

5 . Expression war die Hemmung der CD154-induzierten Neusynthese von IL-12 in deh 
Endothelzellen (Figur 5), die NO-sensitiv ist (Modulation durch den NO-Synthase-Inhibitor 
Nitiparginin). Denmach kann JLrlO seine anti-inflammatorische Wirkung bei Thl-gewichteten 
clntonischen EntzOndungsarkrankungen, insbesondere die. Hemmung der IL-12-Synthese in den 
Endothelzellen, = durch eine Steigerung der eNOS-Expression .und der damit assoziierten 

io verstarktenNO-BildungMitfalten. 




Die fiir den IL-lO-Effekt wichtige STAT-Bindungsstelle im Promoter des humanen ehfOS-Gens 
liegt circa 60. Basenpaare oberhalb dear«T-»C Transition an Position -786. Die Erfinder konnten 
zeigen, dass der "''^'^Cyr-Polymorphismus einen Effekt auf die Induzierbarkeil der eNOS- 
Expression durch n^lO hat So kam es in Endothelzellen von Spendem.mit "^^^C/C-Genotyp - 
15 trotz Vitamin D3-Induktion der IL-10 Rezeptor-Expression - zu keiner Steigerung der. eNOS- 
Expression durch IL-10 (Figur 4). Dartlber hinaus hemmte die EL-lO-Exposition die GDI 54- 
.induzierte Synthese von IL-12 in diesen Zellen nicht, sondem verstarlcte diese sogar (Figur 6). 
Bedingt durch die raumliche Nahe kommt es zu einer Hemmung der Bildung des 
Transkriptosoms im Bereich der STAT-Bindungsstelle dvirch den an Position -786 bindenden 
20 inhibitqrischen Transkriptibnsfaktor. Experimentelle Daten belegen, dass dieses Defizit, d.h. die 
fehlende Induktion der eNOS-Expr^sion durch IL-IO und infolgedessen die fehlende IL-10- 
venhittelte Hemmung der IL-12-Synthese, durch Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem 
zuvor beschriebenen C-Typ-Allel Decoy-Oligonuklebtid (SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 5) 
vollstfflidig kompensiert werdeh kann (Figur 6). 

25 Eine weitere vergleichende Genotypisierung zeigt beispielsweise, dass kaukasische Patientcn mit 
• • rheumatoider Arthritis eine in der Tendenz deutlich hShere PrSvalenz des "'^^C/C-Genotyps 
aufweisen als in der NormalbevSlkerung (17,2% (n=227) im Vergleich zu 11,7% (n=5,40)). Bei 
diesen Patienten kann die intraartikulare Applikation eines Decoy-OUgonukleotids wahrend des 
Entzttndungsschubs die endogene IL-lO-vermittelte Hemmung der.Thl-Zellantwort nachhaltig 

30 verstarken bzw. erst enri6gUchen und io den Entztindungsprozess und die damit assoziierte 
.Knoipeldestruktion im betroffaaen Gelenk abschwSchen. Weitere AnwendungsmOglichkeiten 
ergeben sich bei den in den Patentanspriichen definierten Erkrankungen bzw. Komplikationen. 





Die voirUegende Erfindung betrifft daher die Beteitstellung eines doppelstrangigen DNA- 
Oligpnukleotids, das in der Lage ist, sequenzspezifisch an ein Protein oder einen Proteinkomplex 
(im nachfolgenden als "Transkriptionsfaktor" oder .'"inhibitorischer Transkriptionsfaktor" 

S bezeiclinet) zu binden. Die Sequenz des doppelstrangigen DNA-Oligonukleotids, das zur 
Verhinderung der Bindung des inhibitorischen Transkriptionsfaktors verwendet vvird, ist die 
Sequenz, an die dei: • Transkriptionsfaktor im iPromoter des eA^05-Gens bindet. Da? 
erfindungsgemaBe Cis-Blement Decoy weist folgende. 10-mer Kohsensus-Kembiiidungssequenz 
-auf: 5'-CTBBCYGBCT-3' (SEQ ID NO: 33) wobei Y=C oder T und B=C, G oder.T bedeutet. 

} a Das Cis-Elementl>ecoy kann femer grSfier als die 10-mer Kembindungssequenz sein und am 5'- 

•Ende und/oder am 3'-Ende verlSngert werden." Entsprechende Mutationen im Bereich der 
Kembindungssequenz (z.B. S'-CTAGCTGACT-SO flihren zu einem kompletten Verlust der 
Bindimg des Transkriptionsfaktors an das .Decoy-Oligonukleotid, sichtbar an der fehlenderi 
biologischen Wirkung (Tabelle 1). v 

15 ,• ■ . .■ ' • 

' • Femer -betrifft die vorliegendc Erfindung die Bereitstellung doppelstrangiger DNA- 
Oligonuklfeotide, die in der L&.ge sind, sequenzspezifisph an clen Transkiiptionsfaktpr zu binden 
und eine der folgenden Sequenzai haben, wobei hier nur. jeweils ein Strang der doppelstrangigfen 
. DNA-Oligonukleotide wiedergegeben ist und der komplernentSre Strang ebenfalls urafasst ist: 

20 ■ .• 

5'-AGCr(m'GCCTGGCCGGCTGAC-3'.(SEQ ID NO: 1),. 

•5'-AGCTCTTCCCTGGCTGGCTGAC-:3'(SEQIDNO:3), , 
5'-CTTCCCTGGCCGGCTGACCCTGC-3.' (SEQ ID NO: 5), 
5'-CTTCCCTGGCTGGCTGACCCTGC-3' (SEQID NQ: 7), 
25 5'-GCTCTTCCCTGk3CCGGCTG-3'(SEQIDNO:9), 
5'-CAAGCTCTTCCCTGGCCGG-3' (SEQ ID NO: 11), 
5^-TCTtCCCTGGCCGGCTGAC -3' (SEQ ID NO:,13), 

5'-CTGGCeGGCTGACCCTGCC-3'(SEQIDNO: 15), . 
5'-TCCCTGGCCGGCTGAC-3' (SEQIDNO: 17), 
30 5'-CTGGCCGGCT-3'(SEQIDNO: 19), 

5'-CTGGCfGGCT-3' (SEQIDNO: 21), • 
5'-TCCCTGGCYGGCTGAC-3 ' (SEQ ID NO: 23), wobei Y=C Oder T bedeutet, 

5'-CTGGCYGGCTGAC-3 ' (SEQ ID NO: 25), wobei Y=C Oder T bedeutet. 



30 
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5'-TCCCTBBCYGBCTGACO ' (SEQ ro NO: 27) init Y=C Oder T xind B==C, G Oder T, 
5 ' -CCCTBBC YGBCTG-3 ' (SEQ ID NO: 29) mit Y=C oder T und B=C, G oder T, 
5'-CTBBCYGBCTGAC-3 ' (SEQ ID NO: 3 1) mit Y=C oder T und B=C, G oder T, und 
5'-CTBBCYGBCT-3 ' (SEQ ID NO: 33) mit Y=C oder T und B=C, G oder T. 

5 

Insofem stellt die Verwendung der erfindungsgemaBen doppelstrSngigen DNA-Oligonukleotide, 
- auch, Decoy-Oligonukleotid oder Cis-Element Decoy genannt, die eine Konsensus- 
Kembindungsstelle flir den inhibitorischen Transkriptionsfaktor enthalten, das bevorzugte . 
.Verfahren zur spezifischen Miibierung der Aktivitat dieses Faktors dar. Die exogene Ziifuhr 
10 einer groBen von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen zu emer Zelle, insbesondere in viel 
heherer Zahl als im .Geijom vorhanden, erzeugt eine Situation, in der die Mehrzahl eines 
bestiimnten Transkriptionsfaktors spezifisch an das jeweilige Cis-Element Depoy und nicht an 
seine endogenen Ziel-Bindimgsstellen bindet. Dieser Ansatz zur Inhibition der Biriduns von 
Transkriptioiisfaktoren an ihre endogene Bindungsstelle wird auch als Squenching bezeiclinet. 
15 Squefching (Oder aiich Neutralisation genannt) von Transkriptionsfaktoren unter Verwendung 
von Gis-Element Decoys wurde u. a." erfolgreich bei Patienten eingesetzt, uin ein .QbemfiaBiges 
. Wachstum von glatten GefSBmuskelzellen in aortokoronaren yenenb>'passen zu inhibieren. 
Dabei mirden DNA-Fragmente verwendet, die spezifi^che Bindungsstellen fUr deri Transkrip- 
tionsfaktor E2F enthalten (Mann et alj^(1^99)I^ 

120 • • ' . 

Abgesehen von der gnindsatzlichen Voraussetzung, dass die erfindungsgemaBen Decoy- 
Oligonukleotide den inhibitorischen Transkriptionsfaktor in vitro effektiv neutralisieren, ist es 
flir die therapeutische Wirksamkeit entscheidend, dass das DNA-MolekCil schnell und in einem 
ausreichenden Umfang in die Zielzelle aufgenommen- wird. Dariiber hinaus sollte das . 
25 erfindungsgemSBe Cis-Element Decoy eine bestimrnte LSnge nicht ttberschreiteii, da dies fur den 
Transport in .die ZielzeUe limitiererid ist. Geeignet ist jedes Decoy-Oligonukleotid mit einer 
Lange von mmdestens 10 bp (Konsensus-Kembindungssequenz) bis zu einer LSnge von etwa 30 
bp, vorzugsweise bis zu einer LSnge von etwa 27 Basenpaaren, besonders bevorzugt bis zu einer 
Lange von etwa 23, inisbesondere bevorzugt jede LSnge von 10 bis 23 Basenpaaren. 




Da das Cis-Element Decoy eine doppelstrangige NukleinsSure ist, .umfasst das erfmdungs- • 
gemaBe.DNA-OhgonukleOtid jeweils nicht nur die Sense- oder Forward-Sequenz sondern auch 
die komplementare Antisense- oder Reverse-Sequenz, Bevorzugte erfindungsgemaBe DNA- 
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Oligonukleotide weisen eine lO-mer-Kembindungssequenz fiir den inhibitorischen 
Transkriptionsfaktor aiif, wie sie in SEQ ED NO:33 enthalten ist. Das Cis-Element Decoy kann 
jedoch auch eine zur vorstehenden Sequenz abweichende Sequenz aufweisen lind isnger als ein 
10-mer sein. Besonders bevorzugt sind .die Sequenzen wie sie in SEQ ID N0:1 bis SEQ ID 
5 NO:34 enthalten sind. Diese Aufeahlung der bevprzugten Sequenzen ist nicht abschliefiend. Dem 
Fachmaim ist ersichtlich, dass eine Vielzahl von Sequenzen als Inhibitor fUr den 
Transkriptionsfaktor verwendet werden kSnhen, solaage sie die' vorstehend aufgefUhrten 
Bedingungen der 10-mer Konsensus-Kembindungssequenz und , eine Affinitat zii dem 
Transkriptionsfaktor aufweisen. 

10 ' ;■. . • ■• . 

• Die Affinitat der Bindung einer NukleinsSuresequenz an diesen Transkriptionsfaktor kann durch 
die Verwendmig des Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMS A) (Sambrook et al. £.1989) 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Burzesz et aL (19 99) FEBg _get t. 453, _ 
191) bestimmt werden. Dieses Testsystem ist fUr die Qualitatskontrolle von Nukleinsauren, die 
15 lEnfie Verwendung in der Methode der gegenwSrtigen Erfindung gedacht sind, oder die 
■ .Bestimmungen der optimalen LSnge . einer Bindungsstelle geeignet. Sie ist auch fur die 
Identifizierung von anderen Sequenzen,. die durch den Transkriptionsfaktor gebunden werden, 
geeignet. ' 

20 Die Methode der vorliegenden Erfindung moduliert die'Transkription eines Gens oder von 
Genen in einier. solchen Weise, dass das Gen oder die Gene, z.B. e.NOS, vennehrt exprimiert 

•werden. Vemehrte Expression im Rahmen der gegenwSrtigen Erfindung bedeutet. dass die 
Trahskriptionsrate gesteigert ist im Vergleich zu Zellen, die nicht mit einem erfindungsgemaBen 
doppelstrangigen DNA-Oligonukleotid behwidelt yverden. Solch eine Steigerung kann 
25 beispielsweise durch Northern Blot (Sambrook et al, 1989) oder RT-PCR (Sambrook et al., 
. 1989) bestunmt werden. Typischerweise ist eine.solche Steigening zumindest eine 2-fache, 
besonders zumindest erne 5-fache, insbesondere zumindest eine 10-fache Enthemmung der 
Genexpression. 

30 Oligonukleotide werden in der Regel schnell durch Endo- und Exonukleaseu, irn besonderen 
DNasen imd RNasen in der Zelle abgebaut. Deshalb kSnnen die Nukleinsauren modifiziett 
werden, um sie gegen den Abbau zu stabilisieren, so dass Uber einen ISngeren Zeitraum eine 
hohe Konzentration der Oligonukleotide in der Zelle beibehalten wird. Typischerweise kann eine 
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solche Stabilisierurig durch die Einfuhrung einer oder mehrerer modifizierter Inter- 
nukleotidbindungen erhalten werden. ^ 

Bin erfolgreich stabilisiertes DNA-Oligonukleotid enthalt nicht notwendigerweise eine Modi- 
fikation an jeder Intemukleotidbindung. Vorzugsweise sind die Intemukleotidbindungen an den 
jeweiligen Enden beider Oligonukleotide des Cis-Element Decoys modifiziert. Dabei konnen die 
letzten sechs, fUnf, vier, drei, zwei oder die letzte oder eine oder mehrere Intemukleotidbindun- 
gen innerhalb der letzten sechs Intemukleotidbindungen modifiziert seih. Femer kSnnen ver- 
schiedene Modifikationen der Intemukleotidbindungen in die Nukleinsaure eingefUhrt werden 
und die daraus entstehenden doppelstrangigen DNA-Oligonukleotide auf sequenzspezifische 
Bindung an den inhibitorischen TranskriptionsfaktoA unter Verwendung des Routine EMSA- 
Testsystems, getestet werden. Dieses Testsystem erlaubt die Bestimmung der Bindungskonstante 
des Cis-Element Decoys und so die Bestimmung, ob die Affmitat durch die Modirikation 
verandert wwde. Modifizierte Cis-Element Decoys,, die noch eine ausreichende Biiidung zeigen, 
konnen ausgewahlt werden, wobei eine ausreichende Bindung zumindest . etwa 50% oder 
zumindest etwa 75%, und besonders bevorzugt etwa 100% der Bindung der unmodifizieiten 
Nukleinsaure bedeutet. * ; , . . 

Cis-Element Decoys mit modifizierter Intemukleotidbindung, die immer noch ausreichende 
Bindung zeigen, kSnnen ubeipriift werden, ob sie stabiler in der Zelle sind als unmodifizierte' 
Cis-Element Decoys^ Die mit den erfmdungsgemaBen Cis-Element Decoys "transfizierlen" 
Zellen werden zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Menge der dann noch vorhandenen Cis- 
Element Decoys untersucht. Dabei wird vorzugsweise ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z.B. 
Texas-Rot) markiertes Cis-Element Decoy oder ein radioakliv markiertes (z.B. "^^S) Cis-Element 
Decoy eingesetzt mit anschlieBender digitaler Fluoreszenzmikroskopie bzw. Autoradiographie- 
Oder Szintigraphie. Ein erfolgreich modifiziertes Cis-Element Decoy hat eine Halbwertzeit in der 
Zelle, die hSher ist als die ernes umnqdifizierten Cis-Element Decoys, vorzugsweise von zumin- 
dest etwa 48 Stimden, mehr bevorzugt von zumindest etwa 4 Tagen, am meisten bevorzugt von 
mindesteils etwa 7 Tagen. 

J 

Geeignete modifizierte Intemukleotidbindungen sind in Uhlmann und Peyman [ 0990) Che nK 
Rev, 90, 544) zusammengefasst. Modifizierte Intemukleotid-Phosphat-Reste und/oder Nicht- 



Phosphor-BrUcken in einer Nuklemsaure, die in einer Methode der gegenvvartigen Erfindung 
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eingesetzt wprden konnen, enthaltai . zum. Beispiel Methylphpsphonat, PKosphorothioat, 
Phosphorbdithioat, Phosphoramidat, Phosphatester, wShrend Nicht-Phosphor-Interaukleotid- 
Analoge, beispielsweise Siloxan-Brtlcken, Carbonat-BrUcken-, Carboxymethylester-Brttcken, • 
Acetamidat-Brucken und/oder Thioether-Brilcken enthalten. Bei der Verwendung 
5 Phosphorothioat-modifizierter Intemukleotidbindungen sollten diese vorzugsweise nicht 
2wischen den Basen Cytosin imd Guanin liegen, da dies zu einer Aktivierung der Zielzellen des 
Cis-Element Decoys im Sinne einer entziindlichen Reaktio'n fUhren kann. 

Eine weitere AusfUhrungsfonn der Erfindung ist die Stabilisierung von Nukleinsauren durch die 
lb Einfiihmng struktureller Merkmale in die NukleinsSure, welche die Halbwertzeit der Nuklein- 
saure erhpien. Solche Stmkturen, die Haamadel- und Glocken-DNA enthalten, sind in^US;^ 
5^683£85J>ffenbart. Gleichzeitig k5nhen modifizierte Xntiamukleotid-Phosphat-Reste und/oder 
. Nicht-Phosphor-Brilcken, zusammen mit 4en genannten Strukturen, eingefUlirt werden. Die si.ch 
daraus ergebenden Nukleinsauren kdnnen im oben beschriebenen Testsystem.au f Bindung uhd 
15 Stabilitat geprUft werden. . • 

. Ein Cis-Element Decoy der vorliegenden Erfindung wird schnell in die Zelle aufgenommen. 
Eine ausreichende Aufiiahme ist durch die Modulation der Expression von einem oder melireren 
Gejien, die einer KontroUe durch den Ziel-Transkriptionsfaktor uiaterliegen, cjiarakterisiert {z.B. 
. 20 eNOS). Das Cis-Element Decoy der vorliegenden Erfindimg moduliert in bevorzugter Weise die 
Transkription von einem Gen oder Genen nach etwa 4 Stimden der Beriihnmg mit der Zelle, 
mehr bevorzugt nach etwa 2 Stunden, nach etwa 1 Stunde, nach etwa 30 Minuten und am 
fmeisten bevorzugt nach etwa 10 Minuten. Eine typische Mischung, die in so eineni Versuch 
eingesetzt wird, enthSlt 10 jimol/1 Cis-Element Decoy. 

25. . ^ • 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer die Verwendung der erfindungsgemSSen Decoy- 
. Oligonukleotide zur Herstellung eines Arzneimittels, insbesondere zur PrSvention oder Therapie 
der Atherosklerose und ihren Folgeerkrankungen (insbesondere, koronare Herzlcrankheit, Angina 
pectoris, Herzinfarkt, auch infolge eines Koronarspasmus, Herzinsuffizienz, Schlaganfall und 

30 periphere Verschlusskrankheit), chronischen Entzundungs- bzvv. Autoimmunerkrankungen wie 
rheumatoide . Arthritis (chrohische Polyarthritis), Schuppenflechte einschlieBlich Psoariasis- 
Arthritis, chronisch ehtzUndliche Darmerkrankungen (insbesondere Morbus Crohn), Diabetes 
Typ I und 11 und deren Folgeerkrankungen (z.B. diabetische Nephropathie), der multipleri 
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Sklerose, von Sarkoidosen, KoUagenosen und Vaskulitiden (einschlieBlich 
Glomenilonephritiden), der akuten und chronischen AbstoOung (Vaskulopathie) transplantierter 
Organe, der graj[i versus host disease (GVHD) sowie dem Ischamie/Reperfusionsschaden von 
Organen" im Axisdbluss an einen chirurgischen Eingriff, dem allergischen Konlaklekzem, der, 
(Pra.-)Eklarapsie bzw. schwangerschaftsinduzierten Hypertonie, der arteriellen Hypertonie und 
ihren Folgeerkrankungen (insbesondere Linksherzhypertrophie und GefdBwandumbau), der. 
pulmonalen Hypertonie, der chronischen Niereninsuffizienz, chronisch obstruktiven 
Lungenerkrankungen (COPD), bakterieUen Infektionen und ihren Folgeerkrankungen wie 
Helicobacter pylori-Gastritis, tuberkulSse* Perikarditis, Lyme-Borrelios6 mit nachfolgender 
Borrelien-Aithritis bzw. Neuroborreliose, sowie Infektionen mit Hepatitis C- bzW. HI {human 
immunodeficiencyyVnGD. und deren Folgeerkrankungen (z.B, portale Hypertonie und Fibrose 
bzw. opportunistische Infektionen, insbesondere Pneumocystis-carinii-Pneumonie). 

Um die Wirksamkeit der therapeutischen Decoy-Oligonukleotide sicher zu stellen, sollten die 
■patienten auf die "''^^C/T-Vananz, d.h. auf die heterozygote oder homozygote Trtigerschaft der 
-■'^fic-Variante des eiV05;-Gens,. untersucht worden sein, vorzugsweise mittels Restriktionsfrag- 
mentlangenpolymoiphismus-Analyse (RFLPrAnalyse) oder Echtzeit-PCR/Schmelzkurven- 
Analyse. 
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Die vorUegende Etfindung betrifft femer Verfahren ziir Diagnose eirier C/t-Varianz im 
human^n e?Vp5-Gen,*umfassend die Schritte: Zugabe von DNA-Oligonukleotiden, wobei ein 
>NA-01igonuklbotid eine Sequenz' aufweist, die stromaufwarts der -786rPosition des eNOS- 
Gens Uegt und dem Sense-Strang entspricht und ein weiteres DNA-Oligonukleotid eine Sequenz 
aufweist, die stromabwarts der -786-Position des eNOS-G&ns liegt und' dem Antisense-Strang 
entspricht, Durchftihren einer Polymerase-Kettenreaktion (PGR). Durchfuhren einier DNA- 
Spaltung mit eiriem Restriktionsenzym, das eine Erkennungssequenz aufweist, die mindestens 4 
Nukleotide lang.ist und die Sequenz 5'-CCGG-3' aber nicht die Sequenz 5'-CTGG-3' enthalt. und 
Nachweisen der durch die DNA-Spaltuiig erhaltenen " DNA-Fragmente. Die DNA- 
Oligonukleotide dienen als Primer fiir die PGR. . . 

Mit der eiV05-Sequenz ist die unter der GenBank Accession Number L10693 (gi:3482.l9) 
aufgefUhrte Sequenz gemeint, die hier auch als Sense-Strang bezeichnet wird und dem Strang 
entspricht, der die mRNA-Sequenz des eiV05-Genpr6duktes enthalt. Der Start wird mit.+l 




bezeichnet, entsprechend 'Uegt die Positipn -786 vor dem Startpunkt stromaufwarts. Als 
Antisense-Strang wird der zum Sense-Strang komplementare Strang bezeichnet, der audi als 
Matrize bezeichnet wird. . 

Die DNA-Oligonukleotide (Primer) k6nnen jede Lange aufweisen, die fur eine PCR erforderlich 
ist. Die DNA-Oligonukledtide k6nn^ femer solche Sequenzen aus dem eNOS-Gens oder dem 
5'-Bereich des eiVip5'-Gens aiifweisen, dass eine PGR durchgefuhrt werden'kann. Dazu miissen 
die Primer weit gehug auseinander liegen, dass ein Nachweis der Amplifikafe und der 
gespaltenen Amplifikate mSglich ist, aber nicht soweit, dass kein Amplifik'at mehr erzeugt wird. 
in Femer soUten die Primer so ausgewShlt werden, dass b^i einer DNA-Spaltimg DNA-Fragmente 

• mit einer derart unterschiedUchen GrSBe entstehen, die einfach nachzuweisen sind. 
Vorzugsweise haben die Primer die Sequenzen gemSfi SEQ ID NO:35 und 36. Vorzugsweise ist 
das Restriktionsenzym HpaU. und das Nachweisverfahren eine Agarose-Gelelektrophorese oder 
ein6 KapillJirelelqtrophores6. . • 

15 • ' • 

Die vorliegMidc Erfindung betrifft femer einen Kit.zur Durchfuhrung des erfmdungsgemaBen 
Yerfahrens, uinfassend die vorstehenden DNA-Oligonukleotide (Primer), Reagenzien. zur 
Durchftihrung einer PCR vorzugsweise . einschlieBlich der Taq-Polymerase, , ein 
' . Restriktionseiizym und Reagenzien zur DxirchfUhrung einer DNA-Spaltung. • 

20 .. • ' ■ . 

Die vorliegende Erfindung betriifft femer ein Verfahren zur schnellen Bestimroung des ■'*^C/T- 

•Varianiz des humanen eATO^-Gens, umfassend folgende Schritte: Zugabe von DNA- 
Oligonukleotiden zu einer Patienten-DNA-Probe, wob^i dn DNA-Oligonukleotid eine Sequenz 
aufweist, die stromaufwarts der -786-Position des eNOS-Gens liegt und dem Sense-Strang 
25 entspricht (Primer 1), ein weiteres Fluoreszenzfarbstoff-modifiziertes DNA-Qligonukleotid eine • 
Sequenz aufweist, die die -786-Position des eNOS-Gens umfasst und dem Antisense-Strang 
entspricht und zur ''*^C-Variante des eA^05-Genpromotofs komplementSr ist (Detektionsprobe), 
ein weiteres Fluoreszenzfarbstoff-modifiziertes DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die 
dem Antisense-Strang entspricht und wobei das 5'-Ende des DNA-Oligonukleotids 1-5 
30 Nukleotide stromaufwarts vom 3'-Ende der Detektionsprobe liegt (Ankerprobe), und ein 
weiteres DNA-Oligonukleotid eine Sequenz avifweist, die stromabwSrts der -786-Positioh des 
eNOS-Gevs liegt und dem Antisense-Strang entspricht (Primer 2), DuirchfUhren einer 
Polymerase-Kettenreakt^on.(PCR) und Nachweis der '""^C- und/oder" "'^-Variante mlnels einer 
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Fluoreszen2xesonanz-Energietransfer-(FRET)-gestUtztenDNA-Schmelzkii^^ 

Die Primer 1 und 2 kormen jede Lange aufweisen, die for eine FCR erforderlich ist. Die Primer • 
konnen femer solche Sequenzen aus dem eNOS-Gens oder dem 5'-Bereich des eNOS-Gens 
5 aufweisen, '.dass eine PGR durchgeahrt werden kann. Dazu jnussen die Primer weit geiiug . 
aiiseinander liegeii, dass ein Nachweis der Amplifikate und der .gespaltenen Amplifikate moglich 
■ ist, abel: nicht soweit, dass kein Amplifikat mehr erzeugt wird. Die Detektionsprobe ist am 3'- 
Ende kovalent mit eiiiem Fluoreszenzfarbstofif gekoppelt. Die Ankerprdbe ist . am 5'-Ende 
kovalent mit einem Fluoireszenzfarbstofif gekoppelt, der sich von dem der Detektionsprobe 
io unterspheidet. Femer ist die Ankeiprobe an 3'-Position der letzten Desoxyribose phosphoryliert 
und weist eine Schmelzteinperatur Von 5-1 0°C ttber dem Schmelzpunkt der Detektionsprobe auf. 
Die Farbstoffkombination ist so gewahlt, dass der excitierte Farbstoff der Detektionsprobe 
geeignet ist, den Farbstoff der Ankerprobe effizient durch FRET anzuregen, und Licht^einer 
definierten Welleniange zu emittieren solange beide Proben in unmittelbare Nahe zueinander 
15 siiid. Vorzugsweise werden als Fluoreszenzfarbstoff der Detektionsprobe Fluorescein 
(Anregungswellenlangc 493 nm) und als Fluoreszenzfarbstoff der Ankerprobe LC Red-640 
(Emission 640 nm) verwendet. Sowohl die Detektionsprobe als auch die Ankerprobe sind nicht 
ftir die PGR geeignet, da beide durch ihre chemischen Modifikationen in der 3 '-Position keine 
enzymatische KettenverlSngerung erlauben. Vorzugsweise hat die Detektionsprobe eine Sequenz 
20 gemSB SEQ ID NO:37 und die Ankerprobe eine Sequenz gemaB SEQ ID N0:3S. Dem 
Fachmann ist ersichtlich. dass andere DNA-OUgonukleotide als Detektions-'bzw Ankerproben 
verwendet werden k6nnen, z.B. sblche, die den Antisense-Strang binden. 





Ftir die Bestimmung des Genotyps einer Patieritenprobe werden in einen PCR-Ansatz neben den 
25 fUr die PGR notwendigen Reagenzien und die zu untersuchende Patienten-DNA -auBerdem die 
Primer 1 und 2 und die Detektions- und Ankeiprobe gegeben. Nach der durch die Primer 1 und 2 
• vermittfelten PGR-Aihplifikation eines Fragmentes des eNOS Promoters, welches die Position 
-786 des Gens enthalt, wird die Temperatur des Ansatzes so erhQht, das alle DNA- 
Doppelstrange denaturieren. Hierauf wird die Temperatur wieder emiedrigt, so dass Detektions- 
30 • und Ankerproben mit den Sense-StrSngen des aiiapUfizierten Fragmentes hybridisieren. Die 
Schmelzkurve wird nun durch Anregung des Faibstoffes der Detektionsprobe und 
koritinuierlicher Messung der Fluoreszenz der Ankerprobe bei gleichzeitiger Erhohung der 
Temperatur (z.B. etwa 0,2°G pro Sekunde) aufgenommen. Hierbei wird ausgenutzt, dass die 



Ubertragung voh Anregungsenergie des FarbstofFes der Detelctionsprobe auf den der Ankerprobe 
nur so lange funktioniert, wie beide Proben an den Seiise-Stxang gebunden haben. Eine 
Unterscheidung der "''^^T- von der ""^^^C-Variante erfolgt uber die Temperatur, bei der die 
Detektionsprobe vom Sense-Strang abschmilzt, also die FRET-induzierte Fluoreszenz deutlich 
abnimmt. Dies ist ftir die Detektionsprobe bei Fragmenten mit der "^^^T-Variante aufgrund des 
auftretenden G-T-Mismatches 5-1 OX frOher der Fall als bei Sense-StrSngen mit der "^*^^C- 
Variante. Fiir den Nachweis wird vorzugsweise ein Fluoreszenz-basierendes Echtzeil-PCR-Gerat 
(z.B. der Light Cycler der Firma Roche) verwendet. Dem Fachmann ist ersichtlich, dass nicht 
nur die Bestimmung eines Genotpyps in einer PGR, sondem auch glei'chzeitig die Bestimniung 
von mehr als eiriem Genotyp in einer PGR, in einer sogenanriten Multiplex-PCR, durchgeruhrt 
werdenkann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer DNA-Oligonukleotide mit der Sequenz gemaB SEQ ID 
NO:35bis38. 

Das DNA-Oligbnuldeotid SEQ ID NO: 37 weist folgende Sequenz auf: 5'- 
GGGTCAGCCGGCCAGGGAA-3\wobei an das 3'-Ende ein Fluoreszenzfarbstoff, 
vorzugsweise Fluorescein, gekoppelt ist. Das DNA-Oligonukleotid SEQ ID NO: 38 weist 
folgende Sequenz auf: 5*-AGCTTGATGCCCTGGTGGGAG-3\ wobei an das 5'-Ende ein 
Fluoreszenzfarbstoff, der verschieden ist von dem Fluoreszenzfarbstoff des DNA- 
Oligonilkleotids gemaB SEQ ID NO:37, vorzugsweise LC Red 640, gekoppelt ist, und an das 3'- 
jpnde einPhosphatrest, vorzugsweise PO4, gekoppelt ist 

Die vorliegende Erfindung betiifft femer ein Kit zur Durchftihrung des erfmdungsgeniaBen Ver- 
fahrens, umfassend die vorstehenden Primer 1 und 2, zwei weifere DNA-Oligonukleotide 
(Detektionsprobe und Ankerprobe), Reagenzien zur Dm-chfuhnmg einer PGR vorzugsweise ein- 
schliefilich- der Taq-Polymerase, und Reagenzien zur Durchfuhriing einer Schmelzkuryen- 
analyse. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Modulation der Transkription von 
mindestens einem Gen in Zellen, insbesondere in eNOS-exprimierenden. Zellen wie Endothel- 
zellen, Epithelzellen der Lungen, Nieren und des weiblichen Urogenitaltraktes, Herzmuskelzel- 
'len, Thrombozyten und neuronale Zellen (Hipppcampus), wobei die Methode den Schritt der 



Kontaktiening der genannten Zellen mit eiiier Mischung, enthaltend eine oder mehrere 
erfindungsgemSBe doppelstrSngige Nukleinsaure(n), die in der Lage sind, sequenzspezifisch an 
den inhibitorischen Transkriptionsfaktor zu binden, umfasst. Ein bevorzugtes Verfahren ist z.B. 
die intraartikulare'Injektion der Nukleinsaurehaltigen Mischung in ein oder mehrere Gelenke bei 
) Patienten mit rheumatoider Arthritis. , ' 

• Die Mischung enthaltend die erfmdungsgemafien Cis-Element Decoys wird mit den Zielzellen 
(z.B. Endothelzellen) in Beriihrung gebracht. Das Ziel dieses In-Beriihrung-Bringens ist die 
tjbertragung der Cis-Element Decoys, die den inhibitorischen Transicritionsfaktor binden, in die 
0 Zielzelle (d.h. zum Beispiel die eNOSrexprimierende Endothelzelle). Deshalb konnen 
NukleinsSure-Modifikation und/oder Zusatzstoffe oder Hilfsstoffe. von denen bekannt ist, dass 
sie die Durchdringung von-Membranen erhdhen, im Rahmen der gegenwSrtigen Erfmdung 
benutzt werden (Uhlmann und Peynian |(1990)phem.'Rev. 90, 544).^ J 

5 Eine mit den ZielzeUen in BerUhrung gebrachte Mischung- gemsa der Erfmdung enthalt in einer . 

bevorzugten Ausfuihtuhgsform im WesentUchen nur Nukleinsaiure und Puffer. Der fur Decoy- 

Oligonukleotide geeignete Konzentrationsbereich Uegt bei 0,1 bis 100 nmol/1, vorzugsweise bei 
' 0,5 bis 25 nmol/1 und besonders bevorzugt bei 10 ^^m6l/l. Es konnen ein oder mehrere geeignete 

Puffer zugesetzt werden. Ein Beispiel eines solchen Puffers ist eine modifizierte Ringer-Losung 
10. enthaltend 145 mmolA Na% 5 mmolA Kt, 11 mmolA CF, 2 mmol/1 .Ca^^ 1 ramol/1 Mg^\ 10. 

inmol/1 Hepes, 145 mmol/1 Iseaiionat, 10 imnol/l D-Glucose, pH 6,5. 





In' einer weiteren Ausftihrungsform der Erfindung enthalt die Mischung zusatzUch mindestens 
einen Zusatzstoff und/oder HilfestofF. Zusatzstoffe und/oder Hilfsstoffe wie Lipide, kationische 
25 Lipide, Polyihere, Liposomen, Nanopartikel, Nukleinsaure-Aptamere, Peptide lind Proteine, die 
. an DNA gebunden sind, oder synthetische Peptid-DNA-Molekule sind beabsichtigt. urn 
beispielsweise die Einbringung von Nukleinsauren in die Zelie zu erhohen, um die Mischung auf 
nur eine Untergruppe von Zellen zu richten, um den Abbau der Nukleinsaure in der Zelle zu yer- 
. hindem, und um die Lagerung der.Nukleinsauremischung vor der Verwendung zu erleichtem. 
30 Beispiele fUi- Peptide und Proteine oder synthetische Peptid-DNA-Molekule sind z.B. Antikor- 
per, AntikStperjaragmente, Liganden, Adhasionsmolektile, die alle modifiziert oder umnodifiziert 
sein k6mien. 
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Zusatzstoffe, die die Cis-Element Decoys in der Zelle stabilisieren, sind beispielsweise Nuklein- 
saurerkondensi^ende Substan?en .wie kationische Polymere, Poly-L-Lysin oder. Poly- 
ethylenimin. 

Die Mischung. die in dem Verfahren der gegenwartigen- Erfmdung eingesetzt wird, wirdbevor- 
zugt lokal angewendet durch Injektion, Infusion, Katheter, pluronische Gele, Polymere, die 
. anhaltend Medikamente freisetzen, oder jede ^dere Vorrichtung, die lokalen Zugang emiog- 
Ucht. Auch die &c vivo Anwendung der. Mischung. (Infusion bzw.. Inkubation), verwendet im 
Verfahren der gegenwartigen.^rfin^ung, erlaubt einen lokalen Zugang. 

Die folgenden Beiq)iele. dienen nur der ErlSuterung irnd beschranken in.keiner Weise den 
Umfang der Erfindung. 

1. Patienten 

.5 Fiir die Analyse der HSufigkeitsverteilung der -'»^C/T-Varianz des eNOS-Gen^ bei koronarer 
Hei-zkrankheit (KHK) und rheumatoider Arthtritis wurde aus Blut von Patienten (ca. 2 nil) 
genomische DNA .isoliert und- diese mittels einer PCR-AmpUfikation mit folgender RFLP- 
Analyse (s. u.) auf die Varianz hin untersucht. 

Bei der Analyse von Patienten mit rheumatoider Arthirits konnte auf zwei bereits vorhahdene 
20 Kollektive zuruckgegriffen werden..Hierbei konnten anonymisierte (Zahlencode) DNA-Proben 
von Patientumen und Patienten der Rheuma-Ambulanz der Universitat GSttingen und der 
Abteilung Rheumatologie des Universitatsklinikums Freiburg auf die Varianz gestestet werden. 
Beide Kollektive bieteri eine typische Verteilung von Eatientinnen und Patienten mit 
. rheumatoider Arthritis, dJi.. die betrofifenen Personeh sind zu etwa 80% weiblich. ibas 
25 . Altersprofil reichte von 20 Jahren bis zu 80 Jahren mit HSufungen (peaks) dex Patientenzahlen 
hei35-40 Jsiasn (early onset) yaad 60-70 Jdhren {late onset), 

• Ftir die Analyse der -'^^C/T-Varianz des eiV05-Geng bei koronarer Herzkrankheit wurden 
Blutproben wahrend der Durchfixhrung einer Herzkatheteruntersuchung entnommen. Auf diese 
Weise konnte das Vorliegen der Erkrankung eindeutig festgestellt bzw. ausgeschlossen warden. 
30 AUe Patienten wurden vor der Blutabnahme milndUch und schriftlich aufgekiart und hatten der 
. Veni/endving ihrer Blutproben schriftlich zugestimmt. Die Genotypisierung erfolgtc in 
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anonymisierter Form (Z^ihlenkodierung), Alter, Diagnose, Geschlecht und RisikofaktorproFil der • 
zugehSiigen Personen wurden nach erfolgter Analyse mitgeteiit. FUr die statistische Analyse der 
Genotypverteilung wurden Individuen bis 64 Jahre herangezogen. Die Verteilung der bereits .. 
bekannten primSren Risikofaktoren fur KHK (Hypertonie; Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen ' 
und Hypercholesterinamie) war unabhaiigig vom Genotyp der jeweiligen Patienjen. 

Als VergleichskoUektiv zur Genotypverteilung wurde DNA aus der Nabelsclmurarterie von 
Neugeborenen aus Gdttingen und Umgebung.(ini Umkreis von circa 70 km) verwendet. Auch 
diese Proben waren anonymisiert und die Eltem der Kinder batten zuvor eine schriftliphe 
Einv,erstandniserkiarung ftlr die fentsprechende Verwendung der Nabelschttur abgegeben. 

2. Genotypisierung 

Die -^^^C-Variante des humanen ei^O-S-Genpromotors besitzt im Vergleich zur "'^'^T-Variante 
eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle fUr das Restriktionsenzym Hpa II und ist spmit einer 
' ■ klassischen Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) zuganglich. . 

5 . FUr die RFLP-Analyse wurden aus genomischer DNA (aus Bliit mit Hilfe des QIAamp DNA 
Mini-Kits von Qiagen, Hilden gewonnen) mit Hilfe ei\^05-Promotor-spezifiscber Primer 
• . (Vorwartsprimer 5'-GAGTCTGGCCAACACAAATCC^3' (SEQ ID NO: 35); umgekehrtir 
Primcir 5'-GACCTCTAGGGTCATGCAGGT-3') (SEQ ID NO: 36) durch Polymerase- 
kettenreaktion (PGR) ein DNA-Fragment (657 Basenpaaren (bp); von Position -1135 bis -456 

•des htimanen eNOS-Gsas) amplifiziert und anschlieBend einer spezifischen Hydrolyse durch die 
Restriktionsendonuklease Hpa n. unterworfen. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden 
mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Je nach Genotyp entstehen aus dem ,657 bp- 
Frkgment '2 oddr 3 kldnere DNA-Fragmente. WShrend die T-Variante des Promoters im 
betrachteten Abschnitt nur cms Hpa Il-Schnittstelle besitzt und sO nach Hydrolyse durch Hpa TI 
25 in zwei Fragmente (284 bp und 373 bp) zerfMlt, bewirkt die zusStzliche Sclmittstelle der C- 
Variante, dass 3 Fragmente entstehen :(46 bp - im verwendeten Elektrophoresesystem nicht 
detektierbar - 284 bp und 327 bp). Insofem lieBen sich die drei raSglichen Genotypen f^'^C/C, 
-nsjfj ^^j^jj -786C/T) nach Elektrophorese durch folgende Fragmentrauster eindeutig 
identifizieren: "'^-^T/T: 284 und 373 bp; "'^'C/C: 284 und 327 bp; und "'^'^Crr: 284, .327 und 373 
30 bp. . ' 




I . 

3. Zellkultur - 

Humane Endothelzellen wurden durch Behandlimg mit 1,6 U/ml Dispase in Hepes-modifizierter 
TyrodelSsung fOr 30 Min. bei 3TC aus Nabekchnurvenen von zuvor genotypisierten Spendem 
isoliert und auf Gelatine-beschichteten 6-Loch-Gewebekulturschalen (2 mg/ml Gelatine in 0, 1 M 
5 HCl fiir 30 Min. bei Ximgebungstepiperatur) in 1,5 ml M199 Medium (Gibco Life Technologies, 
Karlsrtihe, Deutschland), enthaltend 20% fbtales KSlberserum, 50 U/ml Penicillin, 50,ng/ml 
Streptomycin, 10 U/ml isTystatin, 5 mmolA HEPBS und 5 mmoVl TES, 1 jig/ml Heparin und 
40 ^g/ml endothelialer Wachstumsfaktor, kultiviert. . Sie wurden durch. ihre typische 
?ilasterstein-Morphologie, positive Immunfarbung fiir von Willebrandt-Faktor (vWF) und 
10^ fluorimetrischen Nachweis (FACS) von PEC AM- 1 (CD31) sowie negative ImmunfUrbung fUr 
|B||^elattmuskuiares g-Actin (Krzesz et al^^(1999) FEBS Lett. 453, 191)|identifiziert. 

Die MausrMyelomzelllinie P3xTBA7 (stabil.mit humanem CD40-Liganden transfiziert) und 
' P3x63Ag8.653 (nicht transfizierte Kontrollzellen) wurden in RPMI 1640 Medium (Life 
Technologies)^ enthaltend 10% fStales KSlberserum, 50 U/ml Penicillin, 50 ^g/ml Streptomycin 
15 und 10 U/mi Nystatin kultiviert. 

Die Applikation von Wandschubspannung (in der Kegel 30 dyn/cm^ fiir 24 bis 36 Stunden> bei 
den kultivierten Endothelzellen wurde mit Hilfe eines im'^Brutschranl^ platzierbaren Kegel- 
Platte-Viskosimeters wie in Schubert et aL^gOO ^irc. 87^J imjes6hrieben durchgefulirt, 
mit Ausnahme der Dimension der Kulturschalen (3,5 cm im Gegensatz zu 10,0 cm Durchraes- 
20 'sei-). 

^^^4, RT-PCR-Analyse 

Die zelluiare Gesamt-RNA. wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
isoliert, daran anschlieUend wurde eine cDNA-Synthese mit 1-5 ng RNA und 200 U 

25 Superscript^M n Reverser Transkriptase (Life Technologies) in einem Gesamtvolumen Von 20 \\\ 
entsprechend der Herstelleranleitung durchgefuhrt. Fiir den Abgleich der cDNA-Mengen in den 
•• verschiedenen Proben wurden 5 jal der 1:10 verdiinnten cDNA-Losiing (entsprechend einem 
RNA-Aquivalent von 25-125 ng) einer PCR-Reaktion (1 U Taq DNA-Polymerase ([Life 
Technologies]) mit spezifischen Primem fiir die konstitutiv exprimierten Genproduktc 

30 Glyzerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und ribpsomales Protein L32 (rpl32) 
untenvorfen. GAPDH und rpl32 dienten hierbei als interne Kalibriemngs-Standards. Die PCR- 
Produkte wurden auf 1,5% AgaroSe-Gelen enthaltend 0,1% Ethidiumbromid sepdriert- und die 
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Intensitat der Banden wurde densitometrisch mit einem CCD-Kamerasystem und der One-Dscan 
Gelanalyse-Software von Scanalytics (BiUerica, MA, USA) bestimmt, um in nachfolgenden 
PCR-Analysen das Vplumen der cDNA anzupassen. , 

5 Alle PCR-Rteaktionen warden einzeln flir jedes Primerpaar in einem lizenzierten Thermocycler 
(PC-Personal Cycler, Biometra, GOttingen) durchgefUhrt. Die individuellen PCR-Bedingungen 
waren wie folgt: 

eNOS - Produktgrofie 58i bp, 30 Zylden, Anlagerungstemper9.tur 58°C, Vorwartsprimer. 5'- 
, GGAACCTGTGTGACCCTC-3'(SEQ ID NO: 39), umgekehrter Primer 5'-CCACGTCATACT- 
,0 CATCCA-3'(SEQIDNO:40) , ' ' ' , ' 

•IL-12p40 -281 bp. 30 Zyklen, 62°C, 5'-GTACTCCACATTCCTACTTCT-3'(SEQ ID NO: 41), 
5'-TTTGGGTCTATTCCGTTGTGTC-3'(SEQ ID NO: 42) 

IL-10 Rezeptor - 565 bp, 32 Zyklen, 59'>C, 5'-GGACACCCATCCCAAATCAGTC-3'(SEQ ID 
, NO: 43), 5'.-CACGGTGAAATACTGCCTGGTG-3?(SEQ ID NO: 44) . , . 

15 GAPDH - 571 bp, 19 Zyklen,-58°C, 5'-TCACCATCTTCCAGGAGCG-3 '(SEQ ID NO: 45), 5'- 
CTGCTTCACCACCTTCTTGA-3'(SEQIDNO:46) , 

Tpl32 - 368 bp; 20 Zyklen, 60°C, 5'-GTTCATCCGGCACCAGTCAG-3'(SEQ ED NO: 47), 5 ■- 
ACGTGCACATGAGCTGCCTAC-3'(SEQ ID NO: 48) 

20 Alle Amplifikate wurden durch DNA-Sequenzierung (ABI PRISM . 3100 Genetic Analyzer, 
Pharmacia, Freiburg, Deutschland) mit nachfolgendem Abgleich mit den entsprechenden 
^^^ensequenzen (Referenz: GenBank, NCBI, Bethesda, USA) eindeutig identifiziert. 

5. Decoy-Oiigonukleotid-Technik 
25 Doppelstrangige Decoy-Oligonukleotide wurden von den komplementaren einzelstrangigen 
Pho-sphorothioat-verbundenen Oligonukleotiden (Eurogentec, Koln, Deutschland) wie bei Krzesz 
et ai. (1999) FEBS Lett. 453, 191 beschrieben hergestellt. Die kultivierten humaiien Endothel- 
zellen wurden ftir 4 Stunden mit dem jeweiligen Decoy-Oligonukleotid in einer Konzentration 
• von 10 fimol/l vorbehandelt vmd nach dem Mediuttiwechsel dem Inkubationsmediimi in 
30 ' dei-selben Konzentration zugesetzt. Die einzelstrSngigen Sequenzen der .Oligonukleotide waren 
wie folgt (unterstrichene Buchstaben kennzeichnen Phospborothioat-verbundene Basen): 

STAT-3 5'-CgTGCATTCTGGGAACTGTAG-3 ' (SEQ ID NO: 49). . 
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STAT-3 mutated 5'-CCTGTATGCCGTGAGCTAtAG-3'. (SEQ ID NO: 50) 

sowie die in Tabelle 1 abgebildeten Decoy-Oligoukleotide zur Neutralisierung des an die 
Position -786 des c//05-Gens bindenden Traskriptionsfaktors. Die Sequenz des STAT-3 Decoy- 
Oligonukleotids entspricht der Position -858 bis -838 im hufnanbn eA/^OSVOen. 





' Tabelle I 

Restauiierung der inhibitorischen Wirkuhg von IL-10 auf die CD154-induzierte IL-12 p40' 
mRNA-Expression (ausgedrUckt in % der. IL-12 p40 mRNA-Expression in CD154-stimulierten 
Kontrolizellen; Mittelwert ± S.E. von n individuellen Experimeriten) in humanen kultivierten 
5 Endothelzelleri von Spfendem mit "''^^CyC-Getoo^ durch verschiedene Cis-Element I?ecoys 
(angegeben ist jeweils nur ein Strang der doppelstrangigen DNA-Oligonukleotide sowie die 
entsprechende Position im Promoter des humanen eM?5-Gens)v BezugsgrOBe ist CD 154- 
mduzierte IL-12 p40 • mRNA-Expression nach IL-1.0-Zusatz in Endothelzellen mit -'"^^T/T- 
Genotyp (55±2% der KontrpUe, n=^6; voUstMndige Restaufierung) bzw.. "'"'"C/C-Genotyp 
10 (136±16%derKontrolle.n=21;keinEffekt). 

^^^SEQ Position Sequena (5~-» 3') IL-12 p40 n 

ID NO ■ . . ' ■ (%) . 



15 


1 


-"800/-779 


AGCTCTTCCCTGGCCGGCTGAC 


. 32 


± 


8 


7 




3 


-800/-779/T 


AGCTCTTCCCTGGCTGGCTGAC ' 


60 


+ 


10 • 


7 




5 


-796/-774 


CTTCCCTGGCCGGCTGACCCTGC 


48 


+ 


7 


5 




7 


-796/-774/T * 


CTTCCCTGGCTGGCTGACqCTGC 


67 






• 2 




9 


-799/-781 


' GCTCTTCCCTGGCCGGCTG 


65 






2 


20 


* 11 


-802/-784 


CAAGCTCTTCCCTGGCCGG 


83 






2 




13' 


-797/-779 


TCTTCCCTGGCCGGCTGAC 


41 




7 


5. 






-791/-773 


CTGGCCGGCTGACCCTGCC 


65 






2 


i 




-794/-779 


TCCC.TGGCCGGCTGAC 


30 






2' 




19 


-791/-782 


CTGGCCGGCT 


13 


+ 


'9 


3 


25 


. 21 


-791/-782/T 


^ CTGGCtGGCT 


47 




20 


3 




51 


-788/-770 - 


GCCGGCTGACCCTQCCTCA 


105 






1 




52 


k<instlich/T 


TCTTCCCTAGCTGACTGAC , 


136 


± 


25 


•5 




53 


kunstlich 


TCCCTGACCQACTCAG 


80 


X 


21 . 


3 




54 


• kOnstlich/x' 


TCCCTAGCTGACTGAC 


90 
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• • • . ' • • 

. 6.Elektr6phoretischeMobiiit5tsshift-Aiialyse(EMSA) .. 

Die nukleSren Extrakte und [^^P]-maikierteii doppelstrangigen Konsensus-Oligonukleotide 
(Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg, Deutsthland), nicht-denaturierende Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese, Autoradiographie und Supershift-Analyse wurden wie bei Krzesz et al. 
5 ^999) FEBS Let t. 45 3, 191 ^eschrieben durchgefUhrt. Dabei wurdeii die folgenden DNA-.. 
Oligonukleotide (ejazelstrangige Sequenz, Ketobinduhgssequenz ist unterstrichen) verwendet: 

STAT-3 V 5'-CCTGCATTCTGGGAACTGTAG-3' (SEQIDNO:49) 
; SIE 5^-GTGCA TTTCGCGTAAA TCTTGTCTACA-3' (SEQ ID NO: 51) ■ . • " 

10 • . • 

• An das Oligonukleotid SIE binden sowohl StAT-1 wie STAT-3. Insofem wurden zusatzlich 
•Supershift-Analysen mit einem monoklonaleii Maus- Anti-Human Supershift-Antikorper (Santa 
Cruz Biotechnologie) durchgefiihrt (Zugabe in einer Konzentration von 10 ng/ml ziim 
Kemextraktfilr 1 Stundebei'Raumtemperatur). 

15 • • . • 

7. Western Blot-Analyse ^ .' • 

.Die humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen wurden durch fUnfmaliges aufein- 
anderfblgendes Einftieren in, flflssigem Stickstoff und Auftauen bei SV^C/aufgeschlossen. 
ProteinrExtrakte wurden wie bpi Hecker et al. ^n994^iochem J. 299/247/ beschri6ben 
20 hergestellt. 20-30 ^ig Protein wuiden mit Hilfe einer 10%igen Polyacrylamid-Gelelektropborese 
unter denaturierenden Bedingungen in der Gegenwart von SDS nach Standardprotokoll 

•aufgetreimt und auf eine BioTrace™ Polyvinylidene Fluoride Transfermembran (Pall 
, Corporation, RoBdorf, Deutschland) fransferiert. Zuim immulologischen Nachweis der eNOS und 
. des IL-10 Rezeptors wurden monoklonale Maus- Anti-Human- Antikorper (BD Pharmingen, 
25 Heidelberg, Deutschland; 1:5000 bzw. 1:3000 Verdiinnung). verwendet. Die Proteinbanden 
wurden nach HinzufUgen eines Peroxidase-gekopipelten-Anti-Maus-IgG (1:3000, Sigma, 
Deisenhofen, Deutschland) mit Hilfe der Chemilumineszenz-Methode (SuperSignal 
Chemiluminescent Substrate; Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) und nachfolgender 
Autoradiographie. (Hyperfihn™ MP, Amersham Pharmaicia Biotech, Buckinghamshire, England) 
30 nachgewiesen. Der Auflrag und Transfer ^eicher Proteiimiengen wurde nach „Strippen" der 
Transfermembran (5 Minuten 0,2 N NaOH, nachfolgend 3 x 10 Minuten Waschen mit H2O) 
durch Nachweis gleicher Proteinbanden von p-Aktin mit einem monoklonalen primaren 
AntikSrper und einem Peroxidase-gekopplelten Anti-Maus IgG (beide von Sigma-Aldrich, 



1:3000 Verdiinnizng) gezeigt. 

8. IL-12 p40 ELISA 

Der Enzym-gekoppeite Antikorper-BindungSTAssay (ELISA) ist eine Stahdardmethode zur 
quantitativen Analyse von Proteinen'. Er wurde wie in Lienenltike et al. (2000) Eur. J. Immunol. 
30, 2864 beschrieben zum Nachweis def IL-12 p40-Untereinheit im Uberstahd der inkubierten 
humanen Endothelzellen eingesetzt, i . 

9. Statistische Analyse 

Wenn nicht anders arigezeigt, sind alle Daten m .den Figuren als Mittelwert ± SEM von n 
Experimenten angegeben. Die statistische Auswertung wiirde mittels einseitiger Varianzanalyse 
(ANOVA) gefolgt von einem Dunnett Post-Test durchgefiihrt. Ein P-Wert <0.05 wurde als 
statistisch signifikanter Unterschied angesehen. ' . 



SEQUENCE LISTING 



110> Avontec GmbH 

• * 

:120> Funktionelle Korrektur der -786C/T-Varian2 des humanen eNOS 
:130> HEC-008 
<140> uiiknovna 

<14i> 2002-09-12 ^ 

<i6o*> 51. ' ; 

<170> Patentin version 3.1 



<210> 



1 



<211> 



22 



<212> 



DNA 



<213> synthetic sequence 



<400> 



agctcttccc tggccggctg ac 



<210> 2 
<211> 22 
<212> DNA 

<213>- synthetic sequence 
<400> .2 

gtcagccggc cagg^aagag ct 

•<210> 3 
■ <2.11> 22 
<2i2> DNA 

<213> synthetic sequence ' 
<400> 3 

agctcttccc tggctggctg ac 

<210> 4 ' 
<211> 22 • 
<312> DNA 

<213> synthetic sequence 
<400> 4 

gtcagccagc cagggaagag ct 

<210> 
•<21l> 
<212> 
<213> 

<400> 5 

cttccctggc cggctgaccc tgc 

<210> 6 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 



5 

23 ■ ' 
DNA 

synthetic sequence 



<400> -6 
gcagggtcag Gcggccaggg aag 

<210> 7 

<211> 23 

f 

<212> DNA ' 

<213>- synthetic seq[uence 
<400> 7 

cttccGtggc tggctgaccc tgc 

<210> - 8 
<2X1> ,23 
.<212> DNA , ■ 
<213> synthetic sequence 

<400> 8 

gcagggtcag ccagccaggg aag 

<2.10> 9' 
<211> 19 
<212>, DNA 

<213> synthetic sequence 
*<400> - 9 

gctcttccdt ggccggctg 

<210> 10 

^<211> 19 

<212?> DNA : 

<213> synthetic sequence 

<400> 10 

cagccggcca gggaagagc 

<210> 11 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> synthetic sec[uence 



<400> 11 * . ■ ' 

caagctcttc cctggccgg 

<210> 12 

<211> 19 . 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 

<400> 12 ' ' 

ccggccaggg aagagcttg 

<210> 13 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 

<400> 13 ' 
tcttccctgg ccggqtgac 

<210> 14 
<211> 19 
<212>. D]?A 

<213> synthetic sequence 
<.400> 14 

gtcagccggc cagggaaga 

<210> 15 
<211> 19 
<212> DNA . 

<213> synthetic sequence 
<400> 15 

ctggccggct gaccctgcc 

<210> "16 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 



<400> 16 

ggcagggtca gccggfccag 

<210> 17 

<211> 16 

<212> DNA . 

<213> synthetic sequence 

<400> ir 
tccctggccg gctgac 

<210> 18 

<:211> 16 

<21.2> DNA 

<213> synthetic sequence 

<400> 13 ' 
gtcagccggc caggga 

<2io> 19 . 

<211> 10 ' - . 

<212> DNA 

<213>' synthetic sequence. 

<400> 19 
ctggccggct 

<210> 20 ' 

<211> 10 

<212> DNA. 

<213> synthetic sequence 

<400> 20 
agccggccag 

<210> 21 

<211> 10 

<212> DNA 

<213>' synthetic sequence 



<400> 21 
ctggctggct 

<210> 22 

<2li> io 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 

<400> 22 
agccagccag 

<210> * 23 ' 
<211> • 16 
.<212> DNA 

<213> synthetic secjuence • 
<220> 

<2 2 1> mi sc_f ea.ture 
<222> ..X9) . . (9) 
<223>* .y=c or t \ 

<4'00> 23 . 
tccctggcyg gctgac 

<210> 24 

<2'11> 16 

<212> DNA 

<213> synthetic seq[uence 
<220> 

<:22l> misc_f eature . 

<222> . (8) • . (8) • 

<223>' R=a or g \ . 



<400> 24 
gtcagfccrgc caggga 



33 



<210> 25 

<2il> 13 

<212> DNA 

5 <213> synthetic sequence 



<220> 

<221> misc_f eat.ure 

10 <223> *Y=c or t ^) 

\ \ - 



# 



<400> 25 
ctggcyggct gac 

<210> 26 

<211> 13 

<212> DNA 

<213> .synthetic sequence 



20 <220> 

<221> mis cofeature 
<222> ^.(8) ...18) 
<223> ' R=sa or g i 

; - . . 

25 <400> 26 

gtcagccrgc cag. 




<210> U7 

<2li> 16 

30 <212> DNA 

<213> synthetic sequence 

<220> 

<221> misc_f eature 

35 <222> (6) . : .(7) . 

<223> B=g or t or c 



<220> 

<221> mi fe Cofeature . 

<222> (11) ... (11) 

<223> B=g or t or c 

•<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (9) . . (9) , 

<223> Y=c 'or t i 



<400*> 27 
tccctbbcyg bctgac 



<210>{ 23 

<211>''^ 1^"" ■ 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 
<220> 

<221> misc^feature 

<222> (6) . . {€) 

<223> V=g or c or a * 



< 
< 



<220> 

<221> • mis Cofeature, 

222> (iO) . . (11) . 

<223> V«g or c or a 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (8) . . (8) 

<22 3> R=!a or g 



<400> 28 
gtcagvcrgv vaggga 



<210> 29. . . 

<211> 13 

<212> DNA 

5 <213> synthetic sequence 

<220> 

<221> tnisc^feature 

<222>. (5) . . (6) 

10 .<223> B=g or't or c - 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (10) . - (10) 

<223> B=g or t or c 



<220> 

■<221> misc_f eature 

. . <222> (8) . : t8) 

20 <223> y= c or t 



<400> (^29 
ccctbbcygb ctg 




25 <210>| .30 j 

<2li> 13" 

<212> DNA " 

<213> synthetic sec[uence 

30 <220> 

'<221> misc_feature 

. . <222> '(.4) . . (4> 

<223> V=g or c or a 

35 . <220> 

<221> miGC_f eature 

<222> (8).. (9) 

<223> V-g or c or a 



<220> . 

,<221> . misc_f eature 
<222> (6).. (6) 
<223> R=a or g 

<400> 30 
cagvcrgwa ggg 




<211> . 13 ; 

<212> .DNA 

<213> synthetic- sequence 
<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (3).. (4) 

<223> B=g or t or c 

<220> I 
<221> miscjfeature 

<222> (8) ,.(8) 

I 

<223> B=g or t or^c 
<220> 

<221> mis Cofeature 

<222> (6) . . (6) 

<223> Y=sc or t 

<400> 31 . • . 
ctbbcygbct ga.c' 

<210>' 32 ' 

<211> 13 • ' 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence. 



37 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (6) . . (6) 

<223> V=g or c or a 



10. 



<220> 

< 2 2 1 > mi sc^f eature • 
<222> . (10) . . (11) 
<223> • V=g or G or a 



<220> 

<221> m±sc_feature 

<222> (8).. (8) 

<223> R=a or gf 



<400> 32 
gtdagvcrgv vag 

20 <210>/ 33 ' 

<2ai> * .io 

. <2X2 > DNA- 

<213> synthetic sequence 



25 




<220> 

<221> Tnisc_f eature 
(3).. (4) ■ 
B=g or t or c 



222> 
<223> 



30 <220> 

< 2 2 1 > mi s c_f e a t ur e 

<222> (8).. (8) 

<223>- B=g or t or c 



35 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



misc_f eature 
(6) (6) 
Y=c or t 



40 



ctbbcygbct 



<210> ^ 34 
<211> 10 



<212> DNA 

<213> synthetic secpience 
<220> 

.< 2 2 1 > mi s cofeature 

<222> (3) - • (3) 

<223> V=g or c or a 

<220> 

<221> misc^f eature 

<222> (7) ... (8) 

<223> V=g or c or a 

<220> 

< 2 2 1 > mi s c_f eat ur e 
<222> (5) . . (5) 

<223> R=a or g 

.<400> 34 
agvcrgwag 

<210'> 35 ' ^ 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 



<400> 35 

gagtctggcc aacacaaatc c 



<210> 36 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 



<400> 36 

gacctctagg gtcatgcagg t * 

<210> 3.7 

<211> • 19 • I ' 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 
<46o> 37 

gggtcagccg gcgagggaa 

;<210> 38 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> synthetic seG[uence 

<400> 38 ■ • 

agcttgatgc cctggtggga g 

<210> 39 ' ; 

<211> . 18 • 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 



*<400> 39' 
fgaacctgtg tgaccctc 



<:210> 40 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> synthetic sequence 
<400> ' 40 

ccacgtcata ctcatcca 

<210> 41 

<211> .21 

<212> DNA 

'<213> synthetic sequence 




<400> 41 

gtactccaca ttcctacttc t 

<210>. 42 ' . • . 

<211> 22 
<212> DNA 

<213> synthetic sequence 
<400> 42 ■ 

tttgggtcta ttccgttgtg tc 

<210> 43 
<211> 22 
<212> DNA 

<213>* synthetic sequence 
<400> 43 

ggacac'ccat -cccaaatcag tc 

<2ip> 44 - 

<2li> 22' 

<212> DNA' 

<213> synthetic sec[uence 



<400> 44 
acggtgaaa tactgcctgg tg 



<210> 45 

<211>. 19- 

<212> DNA • 

<213> synthetic sequence 

<400.> 45 

tcaccatctt ccaggagcg 

<210> 46* 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> synthetic sequence 



<400> 46 . . 

ctgcttcacc accttcttga 



5 


<210> 


47 




<211> 


20 




<212> 


DNA 




<213> 


syn^thetic sequence 


10 


<400> 


47 


V 

> 


gttcatGcgg caccagtcag 




<210> 


48 


i 


k<211> 


21 




^<212> 


DNA 


• 


<213> 


synthetic sequence 




<400> 


48 


20 


acgtgcacat gagctgccta c 




<2ip> 


49 . * 




<211> 


21 




<212> 


. DNA 


t 

25 


<213> 

• 


synthetic sequence 




<400> 


49 . 




n^ctgcattct gggaactgta g * 


• * 


<210> 


50 


30 


'<211> 


21 




<212> 


DNA 




<213> 


synthetic sequence 




<400> 


50 


35 


^cctgtatgcc gtgagctata g 




<210> 


51 




<211> 


19 ■ 




<212> 


DNA 


40 


<213> 


synthetic sec[uence 



<400> 51 

gccggctgac cctgcctca 



<210> 



52 



<211> 



19 



<212> 



DNA 



<213> 



synthetic sequence 



<400> 52 * 
tcttccctag ctgactgac 

<210> 53 

<211> 16 

<212>. DNA 

<213> • synthetic se<Juence 

<400> 53 . 
tccctgaccg' actcag 

<210> 54 

<211> 16 • * 

.<212> DNA 

<213> synthetic sequence 

<400> 54 
^ccctagctg actgac 

<210> 55 
<211> -27 
<212> DNA 

<213> synthetic sequence 
<400> 55 ' 

gtgcatttcc cgtaaatctt gtctac 




' Patentanspriiche 

Doppelshrangige DNA-Oligonukleotide mit der NukleinsSuresequenz gemaB SEQ ID NO: I 
bis.34. ' ■ 

Doppelstrarigige DNA-Oligonukleotide nach Ansprudi 1 zur Hersteilung eines 
Ai2xieimit£els. • ' . 

Dpppelstrangige DNA-Oligonukleotide nach Anspruch 1 zur Hersteilung eines 
Amieimittels zur ' Pravehtion oder Therapie von Atherosklerose und ihren 
Folgeerkrankungeh, insbesondere koronare Herzkrankheit, Angina pectoris, Herzinfarkt, 
auch. infolge eines Koronarspasmus, Herzinsuffizienz, Schlaganfall uhd periphere 
Verschlusskraiikheit, von chrohischen Entzundungs- und Autoinununerkrankungen, 
insbesondere rheumatoide Artliritis (chronische Polyarthritis)- und Schuppenflechte 
.einschlieBlich' I>soariasis-Arthiitis, von chrohisch entztindlichen Darmerkrankungen, 
insbesondere Morbus Crohn, von Diabetes Typ I iind II -und deren Folgeerkrankungen, 
insbesondere diabetische Nephropathie, von multipler SWierose, von "Sarkbidosen, 
Kqllagenosen und Vaskxilitiden einschlieBlich Glomerulonephritiden, von akuter und 
chronischer AbstoBung (Vaskulopathie) transplantierter Organe, yon der graft versus host 
disease (GVHD) sowie dem Ischainie/Reperfiisionsschaden von Organen im Anschliigs an 
einen chirurgischai Eingriff, von allergisctiem Kontaktekzem, von (Pra-)Eklampsie uiid 
schwangerschaftsinduzierter Hypertonie, von arterieller Hypertonie und ihren 
Folgeerkrankungen, insbesondere Linksherzhypertrophie und GeSBwandumbau, yon 
pulmonaler Hypertonie, von chronischer Niereninsuffizienz, von chronisch ■ obstruktiven 
Lungenerkrankungen (COPD), von bakteriellen Infektionen und ihren Folgeerkrankungen, 
insbesondertes Helicobacter pylori-Gastritis, tuberkulose Perikarditis, Lyme-Borreliose mit 
michfolgender Borrelien-Arthritis und Neuroborreliose, und von Lifektionen mit Hepatitis 
C- und HI (human immuHodeficiency)-Witea und deren Fplgeerkrankungen, insbesondere 
portale Hypertonie und Fibrose und opportunisti«che Infektionen, insbesondere 
Pneumocystis-carinii-Pneumonie). 



Verfahren zur Diagnose einer "^^^C/T-Varianz im eNOS-Goh, umfassend die folgenden 
Schritte: * • 

a) Zugabe von DNA-Oligonukleotiden, wobei ein DNA-Oligonukleotid eine Sequenz 
aufweist;^ die stromaufwarts der -786-Position liegt Und dem Sense-Strang des eNOS- 
Gens entspricht und eih weiteres- DNArOligonukleotid eine SeqUenz aufweist, die 
stromabwarts der -786-Position liegt nnd dem Antisense-Strang des el^OS-Gens, 
entspricht, . . • 

b) Durchfuhren einer Polymerase-Kettenreaktion (PGR), 

c) Durchfuhren einer DNA-Spaltung' .mit einem Restriktionsenzym, das eine 
' Erkennungssequenz aufweist, die mindestens 4 Niikleotide lang ist und die Sequenz 5 - 

CCGG-3* aber nicht die Sequenz 5'-CTGG-3* enthalt, und . . \ . 

d) Nachweisen der durch die DNA-Spaltung erhaltenen DNA-Fragmentei 

Verfahren nach Anspmch 4, wpbei nach gclwitt a) der Schri . 

a') Zugabe von Fluoreszenzfarbstoff-modij5zierten DNA-Oligonukleotiden, wobei ein 
erstes DNA-Oligonukleotid eine Sequenz avifweist, die die -786-Position des eNOS- 
Gens umfasst.und dena Antisense-Str^g entspricht und zur -786 C-Variante des eNOS- 
Genpromotors komplementar ist, und ein zweites DNA-Oligonukleotid eine Sequenz 
aufweist, die dem Antisense-Strang entspricht, wobei* das .5-Ende des zweiten DNA- 
Oligonukleotids 1-5 Nuldeotide stromabwarts vom 3'-Eride des ersten DNA- 
Oligonukleotids liegt, 

eingefiigt wird und an Stelle Von Schritt c) und d) der Schritt 

e) Nachweis der -786C- oder -786T-Variante mittels einer Fluoreszenzresonanz- 
Energietransfer-(FKET)-gestutztenDNA-Scliinelzkurveh- Analyse • 

durchgefUhrt wird- . . ; ^ 

Verfahren nach. Anspruch 4 oder 5, wobei die DNA-Oligonukleotide in Schritt a). 
Sequenzen gemSB SEQ ID NO:35 und 36 aufweisen. 

Verfahren nach einem der Ansprttche 4 bis 6, wobei die Fluoreszenzfarbstoff-modifizierten 
DNA-dligonukleotide in Schritt a') Sequenzen gemfiB SEQ ID NO:37 und 38 aufweisen. 




8. Verfahren hach Anspruch 4 oder 6, wobei das Restriktionsenzym HpalL ist. 

9. ICit zur Durchftihrung des Verfahrens nach einem d^r Anspruche 4 bis 8, umfassend DN A- 
Oligonukleotide, wobei ein DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die stromaufwarts 
der -786-Position dem Sense-Strang des eNOS-Gens entspricht und ein weiteres DNA- 
Oligomikleotid eine Sequenz aufweist, die stromabwarts der — 786-PQsition dem Antisense- 
Strang des eNOS-Gens entspricht, gegebenenfalls Fluoreszenzfarbstoff-modifizierte DNA- 

* ' Oligonukleotide, wobei ein erstes DNA-Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die die - 
786-Position des eNOS-Gens umfasst und dem Antisense-Strang entspricht und zur -786 
C-V^ante • des eNOS-Genptoinotors komplementSr ist, und ein ' zweites DNA- 
Oligonukleotid eine Sequenz aufweist, die dem Antisense-Strang entspricht, wobei das 5 - 
- Ende des zweiten. DNA-Oligonukleotids 1-5 Nukleotide strofhabwarts vora 3'-Ende des 
ersten DNA-Oligonuldeotids liegt, Reagenzieh zur Durchfuhrung einer PGR und entweder 
ein Restriktionsenzym, das eine Erkennungssequenz aufweist, die mindestens 4 Nukleotide 
lang ist imd die Sequenz 5*-CCGG-3' aber nicht die Sequenz 5'-CTGG-3' enthalt und 
. Reagenzien zur Dxirchflihrung einer DNA-Spaltung, oder Reagenzien zur Durchfuhrung 
einer. • FIuoreszenzresonanz-Energietransfer-(FRET)-gestutzten DNA-Schmelzkurven- 
Analyse. • 

10. DNA-Oligonukleotide mit einer Nukleinsauresequfenz gemaB SEQ BD NO:35 bis 38. 
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' ^71 CTGGTGTACCCCACCTGCAIICIGGGAACTGTAGTTTCCCTAGTCCCCC A 

STAT T 

^21 TGCTCCCACCAGGGCATCAAGCTCTTCCCTGGCCGGCTGACCCTGCpTCA 

-786 c-Jun 




Fig. 1 
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Fig. '4a 
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Fig. 5a 
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Fig. 6 
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